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t)ie Erfindung betrifft attenuierte Flaviviren-Lebendimpfstoffe. 

Die Familie Flaviviridae umfasst drei Genera, das Genus Flaviviren, das Genus Pestiviren und 
das Genus Hepaciviren. 

Dem Genus Flaviviren gehoren in der Mehrzahl durch Stechmucken oder Zecken ubertragene 
Viren an, von denen viele bedeutende Krahkheitserreger des Menschen, aber auch von Tieren 
sind. Von besonderer Bedeutung sind das Gelbfieber (OF)- Virus, das Virus der Japanischen 
Enzephalitis (JE), die vier Serotypen der Dengue (Den)- Viren, das Friihsonunenneningoenze- 
phalitis (FSME, engl. tick-borne encephalitis, TBE) Virus, und auch das West Nil (WN) Virus, 
das in jiingster Zeit auch in Nordamerika als Krankheitserreger bei Mensch und verschiedenen 
Vogelarten in Erscheinung getreten ist. 

Das Genus der Pestiviren enthalt Tierpathogene von groBer wirtschaftlicher Bedeutung, namlich 
das klassische Schweinefieber (CSF) Virus, das bovine virale Diarrfioe (BVD)-Virus und das 
border disease Virus (BDV). 

Das Genus Hepaciviren umfasst die verschiedenen Subtypen des Hepatitis C Virus (HCV) und 
verwandte Viren wie das Hepatitis G Virus (HGV). 

Diese drei Genera werden zur Familie der Flaviviridae zusammengefasst, da alle Vertreter dieser 
Familie einen nahezu identen Genomaufbau aufweisen und in zahlreichen strukturellen imd 
funktionellen Eigenschaften ubereinstimmen. Alle Flaviviren sind relativ kleine, umhuUte Viren, 
die ein einzelstrangiges RNA Molekul mit tnRNA-Polaritat als Genom aufweisen. Das Genom 
besitzt einen langen offenen Leserahmen, der fur alle Proteine in Form eines Polyproteins ko- 
diert. Die einzelnen reifen Virusproteine werden durch die Aktivitat viraler und zellularer Pro- 
teasen gebildet. Die Anordnung der einzelnen Virusproteine im Genom ist fur alle Flaviviren 
gieich und beginnt am S'-Ende mit dem Kapsidprotein, den Oberflachenproteinen und einer 
Reihe von Nichtstrukturproteinen, deren letztes die virale Polymerase ist. Als Besonderheit ent~ 
halten die Pestiviren noch eine Autoprotease vor dem Kapsidprotein. Das Nukleokapsid der 
Flaviviren wird nur durch ein einziges virales Protein, namlich das Kapsidprotein gebildet und 
umschlieBt das virale Genom. Es wird angenommen, dass das Kapsid eine ikosaedrische Sym- 
metrie aufweist. 

Die genaue dreidimensionale Struktur des Kapsidproteins ist bis jetzt fiir keines der Flaviviren 
bekannt. Die bekannten Aminosauresequenzen weisen aber zahlreiche Ubereinstimmimgen auf, 
sodass es sehr wahrscheinlich ist, dass die Kapsidproteine zahlreiche strukturelle Ahnlichkeiten 
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aufweisen. Hierbei sind die Ahnlichkeiten bei Vertretem des selben Genus naturgemaB noch 
groBer als zwischen Vertretem verschiedener Genera. Das Kapsidprotein ist in alien Fallen ein 
eher kleines Protein mit einer Lange von ungefahr 100 bis 190 Aminosauren. Es weist einen un- 
gewohnlich hohen Anteil basischer Aminosauren, also der Aminosauren Lysin und Arginin, auf. 
Es wird angenommen, dass die basischen Aminosauren fiir die Interaktion mit der viralen RNA 
wichtig sind (Khromykh und Westaway, 1996). Alle Flavivirus-Kapsidproteine besitzen aber 
auch charakteristische hydrophobe Abschnitte (Fig. 1). Ein solcher hydrophober Abschnitt wird 
stets von den caiboxy-terminalen xmgefahr 20 Aminosauren gebildet. Dieser Abschnitt dient als 
interne Signalsequenz fur das in der Genomsequenz folgende Oberflachen-Strukturprotein. 
Durch diese Signalsequenz, die wahrend der Proteinsynthese in die Membran des endoplasmati- 
schen Retikulums integriert wird, wird das Kapsidprotein zunachst in der Membran verankert. 
Der Anker wird spater proteolytisch abgespalten. Zxisatzlich gibt es interne hydrophobe Ab- 
schnitte. Bei Vertretem des Genus Flaviviren wurde die fiinktionelle Bedeutung einer intemen 
hydrophoben Domane beschrieben (Markoff et aL, 1997). Die Grenzen dieser Domane werden 
von den Autoren fur eine Reihe von Flaviviren wie folgt angegeben: Dengue 1: 46-67, Dengue 2: 
46-66, Dengue 3: 46-67, Dengue 4: 45-65, Japanese Encephalitis: 46-62, West Nil: 46-62, 
Murray Valley Encephalitis: 46-62, Saint Louis Encephalitis: 45-61, Gelbfieber: 43-58, Langat: 
42-54, Powassan: 40-52, FSME: 42-54. Auch fur Hepatitis C Virus wurde eine funktionell 
wichtige interne hydrophobe Domane identifiziert (Hope and McLauchlan, 2000), die von 
Aminosaure 1 19 bis 145, speziell von 125 bis 144, reicht. Auch Pestiviren besitzen kurze interne 
Abschnitte mit vomehmlich hydrophobem Charakter. 

Gegen einige Flaviviren werden Impfstoffe erfolgreich eingesetzt. So gibt es z.B. gegen das GF 
Virus, das JE Virus und das CSF Virus Lebendimpfstoffe, gegen JE und FSME werden Tot~ 
impfstoffe eingesetzt, Angesichts der groBen Bedeutung der Flaviviren in der Human- und Ve- 
terinarmedizin besteht ein groBer Bedarf an der Entwicklung neuer und verbesserter Vakzinen. 

Es sind eine Reihe von attenuierten Flaviviren bekannt, deren Attenuierung auf Mutationen in 
verschiedenen Bereichen des Genoms beruht. Attenuierende Mutationen wurden entweder in na- 
tiirlich vorkommenden Stammen beobachtet, durch Serienpassagen von Viren im Labor erhalten, 
durch Selektion von Mutanten in Gegenwart neutralisierender Antikorper, oder durch gezielte 
Einfuhrung von Mutationen mit Hilfe rekombinanter Klonierungstechniken hergestellt. Von et- 
lichen Flaviviren sind infektiose cDNA Klone vorhanden und es ist dem Fachmann bekannt wie 
solche Klone herzustellen sind. Mit Hilfe dieser infektiosen cDNA Klone konnen nach dem Stand 
der Technik Mutationen in das Genom von Flaviviren spezifisch eingefuhrt werden. 

Bekannte Mutationen zur Attenuierung von Flaviviren finden sich in folgenden Genomabschnit- 
ten: 



Hullproteine: Die meisten Beobachtungen attenuierender Mutationen betreffen das HuUprotein E 
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(Genus Flavivirus) (zusammengefasst in McMinn, 1997; neu z.B. Mandl et al., 2000). Ebenso 
wurden attenuierende Mutationen in Protein E(ms) (Genus Pestivinis) beschreiben (Meyers et al., 
1999). 

Nichtstrukturproteine: Eine Punktmutation in Protein NSl des Kunjin Virus fuhrte zu verzogerter 
Replikation und dadurch Attenuierung (Hall et al., 1999). Attenuierende Mutationen wurden auch 
in den Proteinen NS3 (Butrapet et al., 2000) und NS5 (Xie et al., 1998) beschrieben. 

Nichtkodierende Genomabschnitte: Attenuierung des FSME Virus durch Deletionen in der 3 
terminalen nichtkodierenden Region wurde beschrieben (Mandl et al, 1998). Bei Dengue Viren 

wurden experimentelle Impfstoffe mit Deletionen in sowohl als auch 3 '-nichtkodierenden 
Regionen hergestellt (Lai et al., 1998). Es wird angenommen, dass die molekulare Basis der At- 
tenuierung dieser Viren die Beeintrachtigung der viralen Replikation durch diese Mutationen ist. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung liegt nun darin, weitere Moglichkeiten zur Attenuierung 
von Flaviviren zur Verfugung zu stellen, die zu Lebendimpfstoffen fiihren, die vor allem zur 
Vorbeugung von Erkrankungen, die auf Flaviviren zuruckzufuhren sind, geeignet sind. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB gel5st durch einen attenuierten Flaviviren-Lebendimpf- 
stoff, utnfassend eine Flavivirus-Mutante, welche dadurch gekennzeichnet ist, dass die Flavivi- 
rus-Mutante eine Deletion im Kapsidprotein von zumindest mehr als 4 aufeinanderfolgende 
Aminosauren aufweist, wobei der carboxy-terminale hydrophobe Bereich vor der Deletion nicht 
betroffen ist. Obgleich ~ wie oben erwahnt - eine Reihe von attenuierten Flaviviren bereits im 
Stand der Technik beschrieben worden ist, deren Attenuierung auf Mutationen beruht, wurden 
bislang in keinem Fall Mutationen, insbesondere Deletionen, im Kapsidprotein als Grundlage der 
Attenuierung von Flaviviren beschrieben. Es war auch voUig uberraschend, dass Flaviviren, die 
die erfindungsgemal3e Mutation gerade im Kapsidprotein aulweisen, zu einer verlasslichen At- 
tenuierung von Flaviviren fiihren imd als Flavivirus-Lebendvakzine eingesetzt werden konnen. 
Trotz der erfindungsgemaB vorgesehenen Mutation im Ksq^sidprotein kann namlich eine Ver- 
mehrung des attenuierten Virus im Geimpften nach Verabreichung des erfindungsgemafien Virus 
als Lebendvakzine stattfmden. Daraus resultiert eine Reihe von Vorteilen gegeniiber Totimpf- 
stofifen. 

Deletionen im Kapsidprotein stellen ein vollig neuartiges Attenuierungsprinzip fiir Flaviviren dar. 
Bislang wurde das Kapsidprotein in der Fachwelt in dieser Hinsicht nie als relevantes Objekt 
angesehen. Umso iiberraschender war daher die Erkenntnis der vorliegenden Erfindung, dass die 
beschriebenen Deletionsmutanten tatsachlich erfolgreich zu attenuierten Flavivims-Lebend- 
impfstoffen fuhren, die resistent gegen eine Revertierung zum virulenten Phanotyp sind und sich 
daher vorziiglich fiir die breite Anwendung am Menschen eignen. 
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Fur die Herstellung konventioneller Totimpfstoffe ist es notig, grolJe Mengen infektiosen und 
virulenten Virus zuproduzieren. Auch bei rekombinant hergestellten Totimpfstoffen miissen 
groBe Mengen von Antigen produziert und gereinigt werden. Bei einer Lebendvakzine sind die zu 
produzierenden Mengen wesentlich geringer, da die Vakzine im Korper des Geimpften selbst 
vermehrt wird, wodurch die Produktionskosten von Lebendvakzinen im ailgemeinen wesentlich 
giinstiger sind als jene von Totimpfstoffen. Aufierdem wird kein virulentes, soadem apathogenes 
Virus produziert, weshalb kein Gesundheitsrisiko bei der Produktion besteht. Konventionelle 
Flavivirus-Totimpfistoffe werden durch Inaktivierung infektioser Partikel durch Behandlung mit 
Formalin hergestellt, wodurch eine gewisse Verandenmg der Antigenstruktur hervorgerufen wird. 
Im Geimpften wird eine hauptsachlich humorale Immunantwort gegen Strukturproteine, deren 
Antigenstruktur nicht exakt der nativen Form entspricht, und keine Immunantwort gegen Nicht- 
strukturproteine, deren Bedeutung aber fur den Aufbau einer langanhaltenden Immunitat und der 
Bildung zytotoxischer T-Zellen sehr groB ist, gebildet. 

Im Gegensatz dazu kann mit der erfindungsgemaBen Vakzine eine humorale und zellulare Im- 
munantwort gegen vollig nativ vorliegende und in vivo produzierte Oberflachen- und Nicht- 
strukturproteine erzielt werden, wodurch entsprechend dem gegenwartigen Stand.des Wissens 
eine wesentlich langer anhaltende schutzende Immunantwort als bei einer Totvakzine erzielt 
werden kann. 

Der erfindungsgemafie attenuierte Flaviviren-Lebendimpfstoff, insbesondere gemaB den bevor- 
zugten Ausfuhrungsformen, weist aber noch weitere Vorteile gegenuber konventionellen Le- 
bendimpfstoffen und gentechnisch hergestellten experimentellen Lebendimpfstoffen auf: 

Die in Gebrauch stehenden Flavivirus-Lebendimpfstoffe wurden vielfach im Labor passagiert, 
wobei eine Vielzahl von Mutationen entstand, deren Bedeutung fur die Biologie dieser Viren im 
Einzelnen nicht vollstandig nachvoUziehbar ist und deren jeweiliger Beitrag zur Attenuierung 
dieser Viren sowie das Wechselspiel der einzelnen attenuierenden Mutationen sind nicht voll- 
standig bekannt (fiir JE siehe: Nitayaphan et al., 1990; fiir GF siehe: Post et al, 1992; fur CSF 
siehe: Bjorklund et al., 1998). Einige Mutationen befinden sich auch in fur die Immimantwort 
besonders wichtigen Antigenen wie dem Oberflachenprotein E. Dadurch liegen gewisse Anti- 
gendeterminanten in gegenuber dem Wildvirus veranderter Form vor. Die Komplexizitat der 
genetischen Basis der Attenuierung dieser Viren erlaubt es nicht, die der Attenuierung zu Grunde 
liegenden Prinzipien direkt auf andere Flaviviren anzuwenden. 

Im Gegensatz dazu werden bei der erfindungsgemaBen Vakzine nur definierte und allgemein 
anwendbare attenuierete Mutationen im Kapsidprotein eingefuhrt, wodurch es nicht notwendig 
ist, ein fiir die Inmiunantwort besonders wichtiges' Protein (das Hiillprotein oder gewisse nicht- 
strukturelle Proteine, wie NSl beim Genus Flavivirus) zu verandem. 
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Bevorzugte Ausfuhrungsformen des erfindungsemaiJen Lebendimpfstoffes weisen daher keine 
weiteren Mutationen auf, insbesondere nicht in den Hullproteinen sowie in anderen Proteinen, die 
die Immimantwort betreffen. 

Wie ebenfalls oben erwahnt worden ist, ist eine Reihe von gentechnisch hergestellten attenuierten 
Flaviviren beschrieben worden, in welchen die Attenuierung auf Punktmutationen beruht. Diese 
konnen relativ einfach genetisch revertieren, Auch die Reversion eines durch Punktmutation at- 
tenuierten Virus zu einem virulentem Phanotyp durch eine zweite Punktmutation wurde be- 
schrieben (Mandl et aL, 2000). Im Gegensatz dazu wird beim erfindungsgemaBen 
Lebendimpfstoff die Attenuierung durch eine Deletion erzielt, deren Reversion zum Wildtyp 
ausgeschlossen ist. 

In weiteren beschriebenen Fallen beruht die Attenuierung auf Veranderungen in fiir die Immun- 
antwort wichtigen Hullproteinen oder in Genomabschnitten, die fur die Replikation und Trans- 
lation wichtig sind. Weder eine Veranderung der Antigenstruktur von Hullproteinen noch eine 
wesentliche Beeintrachtigung der Replikation oder Translation sind wiinschenswert, wenn eine 
moglichst natiirliche und effiziente Immunantwort hervorgerufen werden soli. Diese Nachteile 
werden von der vorliegenden Erfindung, bei der nur eine innere Strukturkomponente nicht aber 
Hiillproteine, Nichtstrukturproteine oder regulatorische nichtkodierende Abschnitte verandert 
wurden, iiberwunden. 

In einem weiteren Ansatz wurden Flavivirus-Vakzine durch Kombination verschiedener Viren 
(Chimaren) hergestellt (Guirakhoo et al., 2000). Da Chimaren Organismen darstellen, in denen 
Gene pathogener Viren auf eine in der Natur nicht vorkommende Weise neu miteinander kom- 
biniert werden, beinhaltet die Freisetzung solcher Viren durch Impfung das Risiko einer Evolu- 
tion dieser Chimaren zu neuen Viren deren Eigenschaften nicht vorhergesagt werden konnen. Im 
Gegensatz dazu stellt die neue Vakzine keine Kombination verschiedener Virusgenome dar und 
es ist daher nicht moglich, dass eine Freisetzung durch Impfung die Entstehung einer bisher in 
der Natur nicht vorkommenden Virusspezies verursachen konnte. 

Die Einfuhrung der erfindungsgemaBen Deletionen in das Kapsidprotein von Flaviviren ist bei- 
spielsweise mit Hilfe rekombinanter Techniken fur jeden Fachmann unter Heranziehung an sich 
bekannter Verfahren ohne gro/3en Experimentieraufwand moglich. Der fiir das jeweilige Kap- 
sidprotein kodierende Genabschnitt ist fiir alle Flaviviren, deren Genomsequenz bisher aufgeklart 
wurde, bekannt und kann fiir neue Flavivirussequenzen durch Sequenzvergleich leicht ermittelt 
werden. Die Deletionen durfen dabei selbstverstandlich zu keiner Verschiebung des Leserahmens 
fiihren, so dass der carboxy-terminale hydrophobe Bereich von der Deletion betroflfen wurde. Es 
ist essentiell, dass dieser carboxy-terminale hydrophobe Bereich weitgehend erhalten wird imd 
daher von der Deletion nicht betroffen ist. Durch die erwahnten Techniken ist es moglich, mu- 
tante, infektiose Viren herzustellen, bei deren Vermehrung alle viralen Proteine auBer dem Kap- 
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sidprotein in nativer Form entstehen. Die Replikation und Translation dieser Viren ist dann nicht 
Oder nicht wesentlich eingeschrankt. Von diesen Viren kdnnen durch Vermehrung in Zellkulturen 
Praparationen hergestellt warden, die als Impfstoff verwendet werden konnen. Im Gegensatz zum 
unveranderten Wildtypvirus zeigen die erfindungsgemaUen Viren nach Inokulation in einem 
entsprechenden Wirtsorganismus einen attenuierten Phanotyp, d.h. sie rufen keine Erkrankung 
hervor. Sie induzieren aber die Bildung einer spezifischen Immunantwort. Ein mit dem erfin- 
dungsgemaBen Flaviviren-Lebendimpfstoff immunisierter Wirtsorganismus ist gegen eine 
nachfolgende Infektion mit dem virulenten Wildtyp geschiitzt, d.h. im Gegensatz zum unge- 
schiitzten Organismus kommt es zu keiner Erkrankung durch das Wildtyp-Virus. 

Die erifindungsgemaBe Deletion im Bereich des Kapsidproteins eignet sich dann besonders gut 
zur Herstellung einer als Lebendvakzine geeigneten Mutante, wenn eine Reihe von Charakteris- 
tika, mit Hilfe derer die Eigenschaften des Impfstoffs bei der Herstellung einer als Vakzine ge- 
eigneten Mutante verbesseit werden konnen, beachtet werden. Die erfindungsgemaB 
vorzusehenden Deletionen mussen jedenfalls grofier als 4 Aminosauren zu sein, um geeignete 
attenuierte immunogene Viren herzustellen, da Viren mit Deletionen von bis zu 4 Aminosauren 
noch einen dem Wildtyp-Vims ahnlichen virulenten Phanotyp zeigen. Dariiber hinaus kann auch 
erst ab einer Deletion von dieser GroBe eine Revertierung zum virulenten Virustyp ausgeschlos- 
sen werden. 

Weiters diirfen die erfindungsgemaUen Deletionen nicht den carboxy-terminalen hydrophoben 
Bereich des Kapsidproteins betreffen. Es ist bekannt, dass diese Sequenz fiir die korrekte Bildung 
des im Genom nachfolgenden Hiillproteins notwendig ist und durch eine proteolytische Spaltung 
von reifen Kapsidprotein entfemt wird. Die Lange dieser Signalsequenz ist in den einzelnen 
Flavivirus-Typen unterschiedlich, kann aber leicht durch Erstellung von Hydrophilizitatsprofilen 
(vgl. Fig. 1) aufgefiinden werden. Demgemafi darf die erfindungsgemafie Deletion diesen cat^ 
boxy-terminalen Bereich nicht betreffen. 

Der carboxy-terminale hydrophobe Bereich betrifft zumindest alle Aminosauren in diesem Be- 
reich, die einen Hydrophilie-Score gemaB Fig. 1 von - I und weniger aufweisen. Besonders be- 
vorzugt bleibt der C-terminale Bereich mit einer Hydrophilie unter 0 gemaB Fig. 1 unverandert. 

Bevorzugte erfmdungsgemaBe Deletionen betreffen Bereiche von intemen hydrophoben Doma- 
nen. Aus Fig, 1 ist ersichtlich, dass die Kapsid-Sequenzen aller Flaviviren neben der oben ge- 
nannten hydrophoben Signalsequenz am Carboxy-Terminus noch Abschnitte mit iiberwiegend 
hydrophobem Charakter inmitten der sonst iiberwiegend hydrophilen Aminosaurekette enthalten. 
Deletionen, womit Bereiche dieser intemen Domanen teilweise oder ganz entfemt werden, fiihren 
zu besonders geeigneten attenuierten Flaviviren-Lebendimpfstoffen. Als "interene hydrophobe 
Domane" konnen zumindest alle Bereiche angesehen werden, die in Fig. 1 mit einem negativen 
Hydrophiliewert ausgewiesen sind. 
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Besonders bevorzugte hydrophobe Bereiche, die in einer erfindungsgemaflen Vakzine zumindest 
teilweise deletiert werden konnen, sind in Fig. 2 fur eine Reihe von Flaviviren gekennzeichnet. 
Diese Bereiche konnen durch Berechnung der Hydrophobizitats-Prbfile der jeweiligen Amino- 
sauresequenzen bestimmt werden. Die in Fig. 2 unterstrichenen Bereiche wurden mit dem Al- 
gorithmus von Kyte und Doolittle (1982) mit einer FenstergroBe von 5 berechnet. Altemativ dazu 
konnen hydrophobe Bereiche auch mit Fenstergrofien zwischen 5 und 13 Aminosaureresten be- 
rechnet werden oder auch durch andere Algorithmen wie den von Hopp und Woods (1981), wo- 
bei ublicherweise Fenstergrofien zwischen 3 und 1 1 gewahlt werden konnen. 

Die Hydrophilizitats-Blots gemali Fig. 1 sind gemalJ den Algorithmen von Kyte und Doolittle 
(1982) mit einer FenstergroBe von 9 Aminosaureresten bzw. Hopp und Woods (1981) mit einer 
FenstergroBe von 7 Aminosaureresten berechnet worden. Bevorzugte hydrophobe Bereiche sind 
ausgewahlt aus Dengue 1 : 46-67, Dengue 2: 46-66, Dengue 3: 46-67, Dengue 4: 45-65, Japa- 
nese Encephalitis: 46-62, West Nil: 46-62, Murray Valley Encephalitis: 46-62, Saint Louis 
Encephalitis: 45-61, Gelbfieber: 43-58, Langat: 42-54, Powassan: 40-52, FSME: 42-54 und 
HCV:l 19-145, insbesondere 125-144. 

Eine besondere Ausfiihrungsfonn der attenuierten Vakzine stellen Kapsiddeletionen dar, die so 
grofie Anteile einer intemen hydrophoben Domane entfemen, dass die resultierenden Mutanten 
Genome keine in Zellkultur passagierbaren Viren erzeugen. Diese Genome sind in der Lage zu 
replizieren und alle Proteine auBer dem Kapsidprotein in nativer Form effizient zu translatieren 
und koimen eventuell auch nichtinfektiose subvirale Partikel bilden. Solche Deletionsmutanten 
konnen durch die Einfuhrung zusatzlicher Punktmutationen oder von Insertionen, die die Hy- 
drophobizitat des Kapsidproteins erhohen, zu passagierbaren und als Lebendimpfstoff geeigneten 
Virusmutanten gemacht werden. Bei den Insertionen handelt es sich dabei um Sequenzen, die 
von der ursprunglich deletierten Sequenz unterschiedlich sind. Geeignete Zusatzmutationen 
konnen beispielsweise dadurch generiert imd identifiziert werden, dass die Deletionsmutanten, 
die in einem Zellkultursystem nicht mehr replikationsfahig sind, in ein empfindlicheres Vei^ 
mehrungssystem (beispielsweise Labormause fur Viren des Genus Flaviviren, die natiirlichen 
Wirte der Pestiviren Schwein, Schaf, Rind, oder Schimpansen im Fall des Hepatitis C Virus) als 
die Zellkultur es ist, eingebracht werden und durch Passagierung in diesem System entsprechende 
Mutationen generiert und selektioniert werden. Besonders bevorzugte empfindlichere Systeme 
sind dabei Tiere, insbesondere Mause, Ratten, Kaninchen, Hasen, Schweine, Schafe, Rinder oder 
Primaten, z.B. Schimpansen. Die resultierenden Virusmutanten stellen eine besonders sichere 
Vakzine dar, da etwaige Reversion der Zusatzmutation zu nicht oder stark eingeschrankt vei^ 
mehrungsfahigem Virus fiihren wiirde. Eine Reversion der Deletion ist a priori unmoglich. 

Bevorzugte attenuierte Flaviviren-Lebendimpfstoffe umfassen eine Flavivirus-Mutante, welche 
eine Deletion von 5 bis 70, vorzugsweise 6 bis 25, insbesondere 7 bis 20, aufeinanderfolgende 
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Aminosauren im Kapsidprotein aufweisen. Deletionen dieser bevorzugten GroBen zeichnen sich 
durch jeweils qualitativ veranderte Eigenschaften in ihrem Attenuierungs-/Passagierungs-Ver- 
halten aus. Wenn die Deletionen groBer als 20 aufeinander folgende Aminosauren sind, kann es 
zu einem Verlust der Passagierbarkeit bei der Herstellung des Lebendimpfstoffes in Wirtszellen 
kommen. Diese fehlende Fassagierbarkeits-^Eigenschaft ist abhangig von der Empfindlichkeit der 
Wirtszellen, kann aber durch bestimmte Zusatzmutationen fiir die betreffenden Wirtszellen wie- 
derhergestellt werden. Die Wiederherstellung kann durch eine oder mehrere Mutationen erfolgen, 
mit denen die Hydrophobizitat des Kapsidproteins e±6ht wird. Diese weiteren Mutationen sind 
vorzugsweise ausgewahlt aus Punktmutationen, mit denen die Hydrophobizitat des Kapsidpro- 
teins erhoht wird oder indem Insertionen von Aminosaureabschnitten mit vorwiegend hydro- 
phoben Eigenschaften in das Kapsidprotein-Gen eingeflihrt werden, Besonders bewahrt haben 
sich Duplikationen von hydrophoben Bereichen des Kapsidproteins. Besonders bevorzugte 
Punktmutationen umfassen den Austausch von geladenen bzw. hydrophilen Aminosauren (wie 
z.B. Asparaginsaure, Glutaminsaure, Lysin, Arginin, Histidin, Tryptophen, Glutamin, Asparagin, 
Tyrosin, Serin, etc.) zu weniger polaren Aminosauren bzw. unpolaren Aminosauren (wie 
z.B.Isoleucin, Leucin, Phenylalanin, Methionin, Alanin, Valin etc.). Besonders bevorzugt werden 
derartige Zusatzmutationen durch die Einbringung in das empfindlichere System automatisch 
generiert. Selektion dieser Zusatzmutationen erfolgt ebenfalls automatisch durch Wiederherstel- 
lung der Passagierbarkeit selbst. 

Oft reicht auch schon eine Mutation, die nur zu einem graduellen Unterschied in der Polaritat der 
Aminosaure resultiert, um die Passagierbarkeit wiederherzustellen (beispielsweise der Austausch 
von Prolin gegen Leucin oder von Valin gegen Phenylalanin). 

Bevorzugterweise konnen die Deletionen bis zu 15 Aminosauren an den Amino-terminus 
und/oder bis unmittelbar vor Beginn der carboxy-terminalen Signalsequenz reichen. Obgleich 
bislang angenommen worden ist, dass die ersten 20 Aminosauren des Flavivirus-Kapsidproteins 
(bzw. der fur diese Aminosaure kodierende Genomabschnitt) fur die Replikation absolut not- 
wendig sind (Khromykh und Westaway, 1997), konnten im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
auch replikationsfahige und vermehrungsfihige Viren mit Deletionen, die in diesen Bereich hi- 
neinragen, erfolgreich hergestellt werden. 

Die vorliegende Erfindung ist fur alle Vertreter der Flaviviren anwendbar. Der Begriff'Tlavi vi- 
ren" bezieht sich daher im Rahmen dieser Anmeldung auf alle Vertreter der Familie Flaviviridae, 
aufier es wird ausdriicklich darauf hingewiesen, dass nur Vertreter des Genus Flavi virus gemeint 
sind. Besonders bevorzugte Vertreter von Flaviviren, mit denen die vorliegende Erfindung reali- 
siert wird, sind ausgewahlt aus der Gmppe bestehend aus Gelbfieber- Virus, Virus der japani- 
schen Enzephalitis, den vier Serotypen der Dengue- Viren, Fruhsommermeningoenzephalitis- 
Virus, West"-Nil-Virus, Murray Valley Enzephalitis Virus, Saint Louis Enzephalitis Virus, Po- 
wassan Virus, klassisches Schweinefieber- Virus, bovines virales Diarrhoea-Virus, border 
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disease- Virus, Hepatitis Virus und Hepatitis G-Virus. Diese Vertreter sind wegen ihrer be- 
kannten Pathogenitat fur Mensch und Tier besonders geeignet fur die vorliegende Erfindung, da 
fur diese Vertreter der Bedarf fur einen geeigneten attenuierten Lebendimpfstoff besonders groB 
ist 

Fur den erfindungsgemaBen Lebendimpfstoff ist nur eine geringe Menge an Virus fur eine effi- 
ziente Immunisierung notwendig, so dass der erfindungsgemafie Lebendimpfstoff pro Verabrei- 
chung mit 10^ bis 10', vorzugsweise mit 10^ bis 10^, insbesondere 10^ bis 10^ infektiosen 
Einheiten an Flaviviren das Auskommen findet. Der Lebendimpfstoff kann bevorzugterweise als 
Einmal-Dosis mit dieser Menge an infektiosen Einheiten verabreicht werden. 

Bevorzugterweise enthalt der erfindungsgemafie Lebendimpfstoff weitere wirksame Substanzen 
Oder Hilfssubstanzen. Besonders bevorzugt ist dabei der Zusatz von Antibiotika wie Neomycin 
Oder Kanamycin, Konservierungsmittel wie Thiomersal, und Stabilisatoren wie Humanalbumin, 
Lactose - Sorbitol, Sorbitol - Gelatine, Polygeline oder Salze wie MgCl2 oder Mg SO4. AUge- 
mein konnen als ZusatzstoflFe bevorzugterweise Aminosauren, Polysaccharide und (Puffer-)Salze 
verwendet werden. 

Bei der Herstellung des erfindungsgemaBen Lebendimpfstoffes empfiehlt sich - wenn die Ver- 
abreichung an Menschen vorgesehen ist - nicht transformierte Wirtszellen zu verwenden, da 
damit sowohl das Risiko an Eigenschaftsveranderungen (z.B. leichte Einfiihrung von neuen, un- 
erwiinschten Mutationen) als auch das Kontaminationsrisiko mit Bestandteilen dieser Zellen 
hintangehalten wird. 

GemaB einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung kann der Flavivirus-Impfstofif auch 
als Nukleinsaure-Vakzine bereitgestellt werden, wobei dieNukleinsaure fur ein erfindungsge- 
mafi deletiertes Kapsidprotein kodiert. Bevorzugterweise enthalt ein derartiger Nukleinsaure-- 
Flavivirus-ImpfstofF zusatzlich zur Nukleinsaure Aminoglycosid-Antibiotika, wie Neomycin 
oder Kanamycin, wie von der FDA fur Plasmidvakzinen empfohlert Fur die Vakzinierierung mit 
"nackten" Nukleinsauren ist im Stand der Technik eine ganze Reihe verschiedenster Strategien 
beschrieben worden (s. z.B. WO 90/1 1092, WO 94/29469, WO 97/47197, mit Bezugnahme hie- 
rin eingeschlossen; Liposomen-vermittelte Nukleinsaure-Transfer, vorzugsweise Nukleinsaure- 
Transfer mit (vorzugsweise biodegradierbaren) Mikrospharen, ...). 

Die vorliegende Erfindung betrifft welters auch ein Verfahren zur Herstellung des erfindungs- 
gemaBen Lebendimpfstoffes, welches durch die folgenden Schritte gekennzeichnet ist: 

• Bereitstellen eines Flavivirus oder einer Flavivirus-Nukleinsaure, wobei das Flavivirus bzw. 
die Flavivirus-Nukleinsaure eine erfindungsgemafie Deletion im Kapsidprotein aufweist, 

• Vermehren des Flavivirus oder der Flavivirus--Nukleinskure in geeigneten Wirtszellen, 
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• Gewinnen der durch die Wirtszellen vermehrten Viruspartikel und 

• Aufarbeiten der Viruspartikel zu einem Lebendimpfstoff. 

Bevorzugte Wirtszellen sind dabei ausgewahlt aus embryonierten Huhnereiem, primaren em- 
bryonalen Hiihnerzellen, humanen diploiden ZelFLinien (z.B. WI-38, MRC-5), Verozellen, 
primaren Hamstemierenzellen, primaren Hundenierenzellen oder diploiden fotalen Rhesuslun- 
genzellen. 

SchlieBlich betrifft die vorliegende Erfindung auch die Verwendung einer Flavivirus-Nuklein- 
saure, welche eine erfindungsgemaBe Deletion im Kapsidprotein aufweist, zur Herstellung eines 
ImpfstofFes zur Pravention von Flavivirus-Infektionen. 

Die Erfindung wird anhand der nachfolgenden Beispiele sowie der Zeichnungsfiguren, auf die sie 
jedoch nicht eingeschrankt sein soil, naher erlautert. 

Es zeigen: Fig. I A-C Hydrophilizitatsprofile der Kapsidproteine von je 3 Vertretem der 3 Genera 
der Familie Flaviviridae. Negative Werte zeigen Regionen mit iiberwiegend hydrophobem Cha- 
rakter. Die carboxy-terminale hydrophobe Region ist die Signalsequenz fur das im Genom fol- 
gende Hullprotein. Fiir jedes Protein wurde die Hydrophilizitat beispielhaft je einmal nach dam 
Algorithmus von Kyte und Doolittle (1982) mit einer FenstergroJJe von 9 Aminosaureresten 
(oben) und nach dem Algorithmus von Hopp und Woods (198 1) mit einer FenstergroBe von 7 
Aminosaureresten (unten) berechnet und dargestellt. 

Fig, 2. Sequenz-Anordnung der Kapsidproteine von je 3 Vertretem der 3 Genera der Familie 
Flaviviridae. Sequenzabschnitte mit iiberwiegend hydrophoben Charakter (bestimmt nach Kyte 
und Doolittle mit einer FenstergroBe von 5) sind unterstrichen. Dabei stellt der jeweils am wei- 
testen carboxyterminal gelegene Abschnitt die Signalsequenz fur das nachfolgende Hullprotein 
dar. In diesem Abschnitt durfen keine Deletionen erfolgen. Die anderen (interaen) hydrophoben 
Abschnitte stellen bevorzugte Bereiche fur atteouierende Deletionen dar. 

Beispiele : 

Beispiel 1: Verwendung einer Kapsiddeletionsmutante des FSME Virus als Lebendvakzine 

Pathogenitat und Immunogenitat konnen im Fall des FSME Virus im adulten Mausmodell un- 
tersucht werden. Als Lebendvakzine wurde eine Mutante (CD28~43) des FSME Virus verwen- 
det, die eine 16 Aminosauren lange Deletion im Bereich des Kapsidproteins auftveist. Diese und 
in folgenden Beispielen besprochene andere Mutanten sind in Tabelle I zusammengefasst Die 
Mutante CD28-43 zeigt eine dem Wildtypvirus vergleichbare Genexpression und kann in BHK- 
2 1 Zellen beliebig passagiert werden. Die Mutante wurde durch Einfiihrung der entsprechenden 
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Mutation in den infektiosen cDNA Klon des FSME Virus hergestellt Von diesem mutierten 
cDNA Klon wutde RNA in vitro transkribiert und diese RNA in BHK-21 Zellen elektroporiert. 
Nach 3 Tagen wurde der Zellkulturiiberstand geemtet und das Virus zweimal in Babymausge- 
himen passagiert um eine hochtitrige Virussuspension zu erhalten. Diese wurde verwendet um 
die Eignung der Mutante als Lebendvakzine im adulten Mausmodell zu untersuchen. Dazu wur- 
den je 10 5-Wochen-alte Mause mit 10,000 p.f.u. der Mutante oder des virulenten Wildtypvirus 
subkutan inokuliert und die Uberlebensraten warden uber einen Zeitraum von 4 Wochen beob- 
achtet. Wie in Tabelle 2 ersichttich starben im Fall des virulenten Wildtypvirus 9 der 10 Mause 
mit den typischen klinischen Zeichen der Enzephalitis. Im Gegensatz dazu starb keine der mit der 
Kapsiddeletionsmutante inokulierten Mause. Auch bei Inokulation mit einer 100-fach hoheren 
Dosis mit der Mutante erkrankte keine der 10 Mause. Dieses Ergebnis bedeutet, dass die Kap- 
siddeletionsmutante apathogen war. Eine Untersuchung von Serumproben aller mit der Mutante 
inokulierten Mause zeigte, dass alle eine spezifsiche Immunantwort gegen das FSME Virus 
ausgebildet hatten. Durch Inkulation mit einer hohen Dosis virulenten Virus wurde untersucht, ob 
diese Immunantwort gegen die Infektion mit dem Wildvirus zu schutzen vermochte. Alle Mause 
iiberlebten diesen "Challenge" ohne Erkrankungszeichen. Dieses Ergebnis bedeutet, dass die 
Kapsiddeletionsmutante eine schiitzende Immunitat hervorgerufen hatte und deshalb als Vakzine 
gegen das Wildvirus verwendet werden kann. 

Beispiel 2: Gewinnung einer passagierbaren Mutante mit einer Deletion, die in den Bereich der 
aminoterminalen 20 Aminosauren reicht. 

Mit Hilfe des infektiosen cDNA Klons wurde eine Deletion in das Kapsidprotein des FSME Vi- 
rus eingefuhrt, die von Aminosatire 16 bis zur AS 25 reichte (Mutante CD 16-25; siehe Ta- 
belle 1). Mutante CD 1 6-25 war in Zellkultur beliebig passagierbar. Dieses Ergebnis zeigt, dass 
im Gegensatz zum bisherigen Stand des Wissens Deletionen, die in den Bereich der 20 amino- 
terminalen Aminosauren bis einschlielilich der Aminosaure 16 hineirureichen, die Replikation von 
Flaviviren nicht zerstoren. 

Beispiel 3 : Virulente ICapsiddeletionsmutanten 

Die Kapsiddeletionsmutanten CD28 und CD28-31 tragen Deletionen von 1 bzw. 4 Aminosauren 
Lange (Tabelle 1). Die deletierten Aminosauren sind bei diesen Mutanten nicht Teil einer in- 
temen hydrophoben Domane (Fig. 1). Inokulation dieser Mutanten in erwachsene Mause zeigte, 
dass sie einen dem Wildtypvirus entsprechenden virulenten Phanotyp besitzen und 80% bzw. 
100% der Mause toteten (Tabelle 2). Dieses Ergebnis zeigt, dass Deletionen bis zu einer GroBe 
von 4 Aminosauren in nicht hydrophoben Bereichen des Kapsidproteins zur Herstellung einer 
attenuierten Vakzine nicht geeignet sind. 



Beispiel 4: Attenuierte Kapsiddeletionsmutanten 
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Die Kapsiddeletionsmutanten CD28-35, CD28-39 und die in Beispiel 1 beschriebene Mutante 
CD28-43 tragen Deletionen von 8, 12 xind 16 Aminosauren Lange (Tabelle 1). Diese Deletionen 
entfemen Teile einer intemen hydrophoben Doraane (Fig. I). Inokulation dieser Mutanten in 
erwachsene Mause zeigte, dass sie einen attenuierten Phanotyp besitzen, d.h. keine oder im Fall 
der Mutante CD28-35 nur 10% der Mause toteten (Tabelle 2). Dieses Ergebnis zeigt, dass Dele- 
tionen, die Teile einer intemen hydrophoben Domane entfemen zur Attenuienmg fuhren. Das 
Ausmafi der Attenuienmg hangt dabei auch von der GroBe der Deletion ab und kann durch Ver^ 
grofierung vermehrt werden. Alle mit diesen attenuierten Mutanten immunisierten Mause waren 
gegen Infektion mit dem virulenten Wildtyp Vims voUkommen geschiitzt. Dieses Ergebnis be- 
statigt das Ergebnis von Beispiel 1, dass Kapsiddeletionsmutanten als Lebendvakzinen verwendet 
werden konnen. 

Beispiel 5: Identifiziemng von Zusatzmutationen 

Die Kapsiddeletionsmutanten CD28-48, CD28-54 und CD28-89 tragen Deletionen von 21, 27 
und 62 Aminosauren Lange (Tabelle 1). Diese Deletionen entfemen eine interne hydrophobe 
Domane zur Ganze bzw. entfemen im Falle der groBten Deletion alle intemen hydrophoben Ab- 
sdinitte des Kapsidproteins (Fig. I). Diese Mutanten zeigen eine ungestorte Genexpression, sind 
aber in BHK-21 Zellen nicht passagierbar. Uberstande von mit diesen Mutanten transfizierten 
BHK-21 Zellkulturen wurden nach 3 Tagen geemtet und in je 10 Babymause (1 Tag alt) intra- 
cranial inokuliert. Dies stellt das empfindlichste der bekannten Vermehrungssysteme fiir das 
FSME Vims dar. Nach 5 bis 10 Tagen starben im Fall der Mutante CD28-48 alle, im Fall der 
Mutante CD28-54 7 der 10 Babymause unter deiatlichen klinischen Zeichen der Enzephalitis. Bei 
den mit der Mutante CD28-89 inokulierten Mausen verstarb keine. In den Gehimen aller ver- 
storbenen Mause konnte durch PGR das FSME Virus nachgewiesen werden, wahrend kein Virus 
in den xiberlebenden Mausen gefunden wurde. Vims aus den Gehimen verstorbener Mause 
konnte in BHK-21 Zellkulturen beliebig passagiert werden. Dieses Ergebnis zeigt, dass bei Mu- 
tanten, die durch die Entfemung einer hydrophoben Domane ihre Passagierbarkeit in Zellkultur 
verloren hatten, Revertanten selektioniert werden konnen, die wieder in Zellkultur passagierbar 
sind. 

Um die genetische Gmndlage dieser Verandemngen zu ermitteln wurden der fur das Kapsidpro- 
tein kodierende Genomabschnitt fur eine Reihe solcher Revertanten sequenziert. Es zeigte sich, 
dass in jedem Fall eine weitere Mutation im Protein C zusatzlich zu der urspriinglichen einge- 
fuhrten Deletion vorhanden war. Dabei handelte es sich um Punktmutationen oder eine Se- 
quenzduplikation. Diese zusatzlichen Mutationen sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Ein 
gemeinsames Merkmal aller dieser Mutationen ist, dass sie die Hydrophobizitat des Kapsidpro- 
teins erhohen. Das Ergebnis zeigt, dass Mutationen, die die Hydrophobizitat des Kapsidproteins 
erhohen den EfiFekt von Deletionen intemer hydrophober Sequenzen in Bezug auf die Passa- 
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gierbarkeit von Flaviviren in Zellkulturen reveitieren konnen. 
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Beispiel 6: Kapsiddeletionsmutanten mit Zusatzmutationen als Lebendvakzine 

Es wurden mit Hilfe des infektiosen Klons zwei Mutanten hergestellt, die eine 21 Aminosauren 
lange Deletion der intemen hydrophoben Domane gemeinsam mit je einer Zusatzmutation (aus- 
gewahlt aus den in Tabelle 3 angegebenen Mutationen) im Kapsidprotein enthielten. Diese bei- 
den Mutanten, CD28-43/L70 und CD28-43/Du8 waren in Gegensatz zu der entsprechenden 
Deletionsmutante ohne Zusatzmutation (CD28-43) in BHK-2 1 Zellen beliebig passagierbar 
(Tabelle I). Dieses Ergebnis bestatigt die unter Beispiel 5 gemachten Aussagen. Inokulation 
dieser Mutanten in erwachsene Mause ergab, dass beide apathogen waren und eine schutzende 
Immunitat hervorriefen (Tabelle 2). Dieses Ergebnis zeigt, dass Mutanten mit Deletionen und 
Zusatzmutationen nach den oben beschriebenen Gesichtspunkten als Lebendvakzine geeignet 
sind, 

Tabelle 1 

Kapsid-Deletionsmutanten des FSME Virus 



Bezeichnung Deletion* Zusatzmutation Genexpression'' Passagierbar 

keit^ 



CD28 


Q28 




+ 


+ 


CD28-31 


Q28-V31 




+ 


+ 


CD28-35 


Q28-N35 




+ 


+ 


CD28-39 


Q28-L39 




+ 


+ 


CD28-43 


Q28-M43 




+ 


+ 


CD28-46 


Q28-L46 




+ 


+ 


CD28-48 


Q28-H48 




+ 




CD28-54 


Q28-A54 




+ 




CD28-89 


Q28-L89 




+ 




CD16-25 


R16-K25 




+ 


+ 


CD28-48/L70 


Q28-H48 


Q70->L 


+ . 


+ 


CD28-48/Du8 


Q28-H48 


I78-L85 Dupl" 


+ 


+ 



"Angegeben sind die erste und letzte deletierte Aminosaure. Die Zahlen bezeichnen die Position 
der. AS gezahlt vom Aminoterminus des Kapsidproteins. 

^'Bestimmt durch Immunfluoreszenzfarbung von BHK-2 1 Zellen mit FSME spezifischen Anti- 
seren. + = Immunfluoreszenzfarbung in vergleichbarer Intensitat wie Wildtyp-Virus; - keine 
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Farbung. 

""Bestimmt durch mehrmalige Ubertragung von Zellkulturiiberstanden auf BHK-21 Zellen: + 

passagierbar; - nicht passagierbar. 

**Duplikation der 8 Aminosauren von Position 78 bis 85 

Tabelle 2 

Immunisierung erwachsener Mause 

Inokulum Menge^ iiberlebend^ schiitzend immunisiert'' 



Wildtyp 


lO'pfu 


I/IO 


n.a. 


CD28 


lO^pfu 


0/10 


n.a. 


CD28-31 


lO'pfu 


2/10 


n.a. 


CD28-35 


iCpfu 


9/10 


9/10 


CD28-39 


lO^pfu 


10/10 


10/10 


CD28-43 


iCpfo 


10/10 


10/10 


CD28-43 


IO*pfu 


10/10 


10/10 


CD28-48/L70 


I0*pfu 


10/10 


10/10 


CD28-48/Du8 


10*pfu 


10/10 


10/10 



* Menge des subkutan applizierten Inokulums angegeben in plaque forming units (pfii) pro Maxxs. 
^ Zahl der Uberlebenden Mause/Gesamtzahl der Mause 
Zahl der immunisierten Mause/Gesamtzahl der Mause. Die Immunisierung wurde mit Hilfe des 
Nachweis von FSME-spezifischen Antikorpem im Serum bestimmt. Durch nachfolgende Infek- 
tion mit virulentem Wildvirus wurde bestatigt, dass die Immunisierung voUstandig vor der Er- 
krankung schiitzte. n.a.=nicht anwendbar 



wo 02/066621 



PCT/AT02/00046 



- 15 - 
Tabelle3 

(Compensierende Mutationen in Kapsiddeletionsmutanten 
RNA" Protein" 



A299->U 


D56->I 


C302->U 


P57->L 


G328->U 


V66->F 


A341->U 


Q70->L 


C347->U 


T72->I 


A368->U 


K79->I 


C374->U 


T81->M 


A401->U 


Q90->L 


364-387 Dupl' 


I78-L85 Dupl 


307-363 Dupl 


L59-K77 Dupl 



' Nukleotidpositionen im Genom des FSME Virus (GenBank Nr. U27495) 
Aminosaureposition in Protein C 
Duplikation des angegebenen Abschnitts 
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Patentanspriiche: 

1. Attenuierter Flaviviren-Lebendimpfstoff, umfassend eine Flavivirus-Mutante, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Flavivirus-Mutante eine Deletion im Kapsidprotein von zumindest 
mehr als 4 aufeinanderfolgenden Aminosauren aufweist, wobei der carboxy-terminale hydro- 
phobe Bereich von der Deletion nicht betrofifen ist. 

2. Lebendimpfstoff nach Anspruch I , dadurch gekennzeichnet, dass die Deletion eine interne 
hydrophobe Domane des Kapsidproteins betriffl. 

3. Lebendimpfstoff nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass 5 bis 70, voi^ 
zugsweise 6 bis 25, insbesondere 7 bis 20, aufeinanderfolgende Aminosauren im Kapsidprotein 
deletiert sind. 

4. Lebendimpfstoff nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Deletion groBer als 20 aufeinanderfolgende Aminosauren ist und das Kapsidprotein zusatzlich eir 
Oder mehrere weitere Mutationen aufweist, mit denen die Hydrophobizitat des Kapsidproteins 
erhoht wird, wobei die weiteren Mutationen vorzugsweise ausgewahlt sind aus 

• Punktmutationen, mit denen die Hydrophobizitat des Kapsidproteins erhoht wird, oder 

• Insertionen von Aminosaureabschnitten mit vorwiegend hydrophoben Eigenschaften, insbe- 
sondere Duplikationen von hydrophoben Bereichen des Kapsidproteins. 

5. Lebendimpfstoff nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Flavivirus ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Gelbfieber- Virus (GFV), Virus der ja- 
panischen Enzephalitis (JEV), den vier Serotypen der Dengue-Viren (DV), Fruhsommennenin- 
goenzephalitis- Virus (FSMEV), West-Nil-Virus (WNV), Murray Valley Enzephalitis- Virus 
(MVEV), Saint Louis Enzephalitis- Virus (SLEV), Powassan-Virus (PV), klassisches Schwei- 
nefieber-Vims (CSFV), bovines virales Diarrhoe-Virus (BDV), border disease Virus (BDV), 
Hepatitis C-Virus (HCV) und Hepatitis G-Virus (HGV). 

6. Lebendimpfstoff nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass er 10^ 
bis 10^ vorzugsweise 10^ bis 10^, insbesondere 10^ bis 10^ infektiose Einheiten an Flaviviren 
enthalt. 

7. Lebendimpfstoff nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass er 
welters Antibiotika, Konservierungsmittel, Stabilisatoren, PufFerszubstanzen oder Mischungen 
davon umfasst. 

8. Lebendimpfstoff nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass er Neomycin, Kana- 
mycin, Thiomersal, Humanalbumin, Lactose-Sorbitol, Sorbitol-Gelatine, Polygeline, MgCh, 
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MgS04, Aminosauren, Polysaccharide, Puffersaize oder Mischungen davon umfasst. 

9. Lebendimpfstoff nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekemizeichnet, dass er 
durch nicht-transformierte Wirtszellen hergestellt ist. 

1 0. Flavivirus-Impfetoff, dadurch gekennzeichnet, dass er eine Nuldeinsaure umfasst, die fur 
ein deletiertes Kapsidprotein, wie in einem der Anspriiche 1 bis 5 definiert, kodiert. 

1 1 . Flavivirus-ImpfsfofF nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass er Aminoglyko- 
sid-Antibiotika, insbesondere Neomycin oder Kanamycin, Liposomen, Mikrospharen oder Mi- 
schungen davon umfasst. 

12. Verfahren zur Herstellung eines Lebendimpfstoffes nach einem der Anspriiche 1 bis 9, 
gekennzeichnet durch die folgenden Schritte: 

• Bereitsteilen eines Flavivirus oder einer Flavivirus-Nukleinsaure, wobei das Flavivirus bzw. 
die Flavivirus-Nukleinsaure eine Deletion im Kapsidprotein von zumindest mehr als 4 auf- 
einanderfolgenden Aminosauren, wie in einem der Anspriiche 1 bis 5 definiert, aufweist, 

• Vermehren des Flavivims oder der Flavivirus-Nukleinsaure in geeigneten Wirtszellen, 

• Gewinnen der durch die Wirtszellen vermehrten Viruspartikel und 

• Aufarbeiten der Viruspartikel 201 einem Lebendimpfstoff 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Wirtszelle ausgewahlt ist 
aus embryonierten Huhnereiem, primaren embryonalen Huhnerzellen, humanen diploiden Zell- 
linien, Verozellen, primaren Hamstemierenzellen, primaren Hundenierenzellen oder diploiden 
fotalen Rhesuslungenzellen. 

14. Verwendung einer Flavivirus-Nukleinsaure, welche eine Deletion im Kapsidprotein von 
zumindest mehr als 4 aufeinanderfolgenden Aminosauren, wie in einem der Anspriiche 1 bis 5 
definiert, aufweist, zur Herstellung eines Impfstoffes zur Prevention von Flavivirus-Infektionen. 
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